(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLI&E EN VERTU DU TRAITfe DE C00P^;RATI0N 
EN MATI^RE DE BREVETS (PCT) 



VERSION CORRIGEE 



(19) Organisation Mondiale de la Propri^t^ 
Inteflectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la imblicalion intemationale 
15 juUIet 2004 (15.07.2004) 




PCT 



liiiiiiiiiDiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiim^^ 

(10) Num^ro de publication intemationale 

wo 2004/059322 Al 



(51) Classiflcation iQtemationale des brevets^ : 

COIN 33/68, C12Q 1/37 

(21) Niim^ro de la demande Internationale : 

PCT/FR2003/003857 

(22) Date de depot International : 

19 d^cembre 2003 (19.12.2003) 



(25) Languede depot: 

(26) Langue de publication : 



frangais 
frangais 



(30) Donnees relatives a la priority : 

02/16383 20 dtombre 2002 (20.12:2002) FR 

(71) Deposants (pour tous les Etats disignis sai^ US) : 
AGENCE FRANCAISE DE SECURITE SANITAIRE 
DES ALIMENTS-AFSSA- [FR/FR]; 27-31 avenue 
dn CMn&al Leclerc. f-94701 Maisons-Alfort (FR). 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCI- 
ENTIFIQUE-CNRS- [FIVFR]; 3, rue Michel-Ange, 
f-75794 Paris Cedex 16 (FR). UNIVERSITE CLAUDE 
BERNARD LYON [FR/FR]; 43, boulevard du 11 
Novembre 1918. F-69622 A^Ueurbanne Cedex (FR), 
BIOMERIEUX [FR/FR]; Chcmin de rOrme, F-69280 
Marcy-mtoile (FR). 

(72) Inventoirs; et 

(75) laventewrs/D^posants (pour US seulement) z MOUSSA, 
Aly [FR/FR]; 52, chemin du Grand Revoyet. f-69600 
Oullins (FR). COLEMAN, Anthony, William [GB/FR]; 
55, rue de Margnolles, F-69300 Calluirc-Et-Cuire (GB), 
SHAHGALDIAN, Patrick [IR/FR]; 223. rue Andi^ 
Philip, f-69003 Lyon (IR). DA SILVA, Eric [FR/FR]; 20. 
rue CamiUe Roy, £-69007 Lyon (FR). MARTIN, Am- 
brolse [FR/FR]; 60Sc, route du Bas Piivas, f-69390 Chariy 
(FR). LAZAR, Adina, Nlcoleta [RO/FR]; Residence 
Benjamin Delessert, Chambre 312, 145. avenue Jean 
Jaurfes. f-69007 Lyon (RO), LECLERE, Edwige [FR/FR]; 



12. rue des Pienes P]antte, f-69001 Lyon (FR). DUPIN, 
Marllyne [FR/FR]; Chatanay, f-69670 Vaugneray (FR). 
PERRON, Herve [FR/FR]; 4, allSe de la Ouigonnifeie, 
f-69290 Saint-Genies-Les-Olli^ (FR). 

(74) Mandatafaie : BREESE, Piore / MAJEROWIC2, 
Marc; Breesd-Majerowicz. 3 Avenue de I'Opdra, F-75001 
P^(FR). 

(81) fitats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA. BB, BG. BR, BY. BZ, CA, CH. CN. CO, CR, CU. CZ. 
DE, DK, DM, DZ, EC. EE, EG. ES, H. GB, GD, GE, GH. 
OM. HR, HU, ID, XL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC. 
LK. LR, LS. LT. LU. LV. MA, MD. MG. MK, MN. MW. 
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU. SC. 
SD. SE. SG. SK, SL, SY, TJ. TM. TN, TR. TT. TZ. UA. 
UG, US, UZ. VC, VN. YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) ttAts designes (regional) : brevet ARIPO (BW, GH. GM, 
KB, LS, MW, MZ, SD, SL. SZ, TZ, UO, ZM. ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ. BY, KG, KZ. MD, RU, TJ. TM), brevet 
europ£en (AT. BB. BG. CH, CY. CZ. DE, DK. EE, ES, n, 
FR. GB. OR. HU, IE. IT, LU. MC, NL, PT, RO. SE. SI. SK. 
TR). brevet OAPI (BP. BJ, CF, CG, a, CM. GA, GN, GQ, 
GW. ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Public : 

— avec rapport de recherche intemationale 

(48) Date de publication de la prdsente verrion corrigiEe: 

14juil]et2005 

(15) Renselgnements relatUls 2l hi correction: 

voir la Gazette du PCT n° 28/2005 du 14 juillet 2005, Sec- 
tion II 

En ce qui conceme les codes d deux lettres et autres abrSvia- 
tions, se rSferer aux "Notes expUcatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au dihut de chaque numiro ordinmre de 
la Gazette du PCT. 



^ (54) TItie: PRP DETECnON MEIHOD USING AN ANCILLARY MACROCYCLIC LIGAND 

^ (54) litre : PROCEDE DE DETECTION DE LA PRP UTILIS ANT UN LIGAND /VDJUVANT MACROCYCLIQUE. 

Ss 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method of detecting pathogenic forms of the prion responsible for transmissible subacute 
^ spongiform encephalopathies. The inventive method is characterised in that an andllaiy macrocyclic ligand (AML) which is free 
^ or bound to a support is added to a biological sample that may contain PrP^, the resulting suspension is reacted with an anti-PrP" 
antibody and the presence of PrP is detected. 

^ (57) Abrege : La presente invention conceme un proc6d6 de detection des formes du prion pathog&nes responsables des enc6pha- 
^ lopathies spongiformes subaigues tiansmissibles, caract^s^ en ce que Ton ajoute dans un 6chantillon biologique susceptible de 

contenir de la PrP", un ligand adjuvant macrocyclique (AML) libre ou 116 k on support, puis on fait rtagir la suspension r^soltante 

avec un anticorps anti-PrP*, et on d6tecte la presence de PiP. 
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PROCEDE DE DESECTXOR DB lA ?RP UTILISANT UN LIOAND 
ADJUVMIT KlkCROCYCLIQUB. 

La pr^sente invention concerne un procSd^ de detection 
des formes du prion pathogdnes responsables des 
encephalopathies spongifomes subaigufis transmissibles . 

La prot4ine prion native ou normale, designee PrP ou 
PrP" pour la protfiine prion cellulaire, est une 
glycoprotdine largement exprimfie dans les cellules 
lyn^hoides et nexironales des inafflmifdres . 

Des changements confomationnels de PrP" conduisent k 
1' apparition et h. la propagation de la prot^ine pathogdne 
PrP" qui est rfisistante & la proteinase K. Cette protfiine 
pathogSne peut fitre appelde PrP" ou PrP"" indiffdremment . 
L' accumulation de PrP" dans les organes des animaux est k 
I'origine de nombreuses maladies et notamment de la 
treniblante des petits ruminants, de la maladie cachectieante 
chronique (ou chronic wasting disease 'CWD') de l'61an et de 
I'antilope, de 1 ' encSphalopathie spongiforme bovine (ESB) et 
de la maladie de Creutzf eld- Jakob (MCJ) chez I'homme. 

L' apparition tardive apr&s une pSriode d' incubation de 
2 h 6 ans et le .lent ddveloppement des symptdmes chez le 
betail infecte par I'BSB a considfirablement ralenti le 
developpement de modules epidemiologigues . L'BSB est 
transmissible par ingestion k I'homme et a conduit 
1 'apparition d'une nouvelle foinae de la maladie de 
Cr eut zf e Id- Jakob ( vM JC ) . 

La detection de la protfiine pathogSne PrP" est 
difficile chez les animaux infectes sains avant le 
dSveloppement de la maladie et surtout dans le sang et 
1' urine chez lea animaux malades. II est & prSsent etabli 
que la PrP" presente chez les animaux destinfis 4 
1' alimentation humaine se transmet I'homme lore de 
1' ingestion des tissus infectSs. Un objectif majeur de santfi 
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ptiblique est done d'^viter cette transmission en dgtectant 
la presence de la PrP'" : 

- Chez des anisnaux destines & la consononation huiaaine 
en vue de les retirer de la chaine alimentaire, 

5. - dans les dona de sang et ddrivds sanguins destines k 

la transfusion chez I'hoxnme. En effet, comme le inontre une 
presence de protSine pathogdne FrP" dans le sang et les 
llquides lynpholdes bien avant I'atteinte c6r6brale, et done 
bien avant la possibility de dSceler des signes 

10 neurologigues dvocateurs de maladie prions cliniquexnent 
ddclarde, la physiopathologle chez I'homme est mSconnue et, 
ne pouvant rdaliser des infections expdrimentales conune chez 
le mouton, 1' absence de test de detection dans le sang ou 
d'autres fluides biologigues ne permet pas de l'§tudier et 

15 done de prdvenir une transmission inter humaine par don de 
sang, ou de traiter les personnes infect^es avant que les 
lesions cSr^brales n'aient d^but^ ; et 

- dans lea troupeaux animaux avant le stade 
neurologique, permettant ainsi d'61iminer les animaux 

20 infectds prScocement, avant arrivde aux abattoirs. 

La detection de la presence de PrP'^ dans des 
^chantillons biologiques ou chez des animaux devient done 
d'une extr§me importance et plusieurs ^quipes de chercheurs 
ddveloppent des mSthodes de detections immunologiques 

25 (WO02/086511 ) • Par ailleurs, des mSthodes pour complexer & 
la PrP'° des peptides, des petites molecules ou des 
' inhibiteurs en vue du traitement de vMJC font I'objet de 
recherches actives. Toutefois, les mgthodes en I'^tat de la 
technique se heurtent sans arret h la difficult^ 

30 d' identifier la PrP" de manidre fiable lorsqu'elle est en 
faible quantity dans un 6chantillon biologique, et notamment 
dans les fluides biologiques. 

La pr^sente invention a done pour objet un proc6d6 
permettant de d^tecter la prot#ine PrP et notamment PrP" a 



wo 2004/059322 



3 



PCT/FR2003/003857 



des dilutions oCi elle n'est pas detectable avec les mdthodes 
utllis6es actuellement, cette detection Stant d'une 
f lability de 100 % sur lea 119 ^chantillons teetga par les 
Inventeurs. Avantageusement, le procddS selon 1' invention 
5 permet d' amplifier d'un facteur 4 la detection de la PrP^"". 

Plus prdcisdment, la pr6sente invention a pour objet 
un proc^dd de detection de la PrP, et en particulier de la 
PrP", caractfirisfi en ce que I'on ajoute dans un §chantillon 
biologique susceptible de contenir de la PrP, un ligand 
10 adjuvant xnacrocycligue (AML) libre ou lid k un support, puis 
on fait rdagir la suspension rdsultante avec un anticorps 
anti-PrP, puis on identifie la presence de PrP. 

La liaison du ligand macrocyclique au support peut 
3tre mise en oeuvre de fagon connue de I'honune du mStier, 
15 telle que par adsorption ou liaison covalente, la liaison 
covalente, autrement appelde greffage, dtant prdfdrSe. 

Lorsqu'on cherche H ddtecter la PrP**, la prSsente 
invention peut figalement comprendre l'6tape suppldmentaire 
de traitement de I'dchantlllon avec de la proteinase K avant 
20 ou aprSs contact avec I'AML. 

La pr6sente de PrP peut Stre mise en oeuvre par 
detection de la reaction anticorps anti-PrP/PrP, et ce par 
tout moyen connu de I'homme du metier, et notamment par 
methode sandwich telle que BLISA, immunoblotting, immune 
25 micro-cantilever detection, spectrometrie de masse ou par 
» des analyses optiques et spectroscopiques . L ' identification 
du complexe AML-PrP s'effectue au moyen de techniques de 
balayage prof ilometrique telles que la microscopie ^ 
reflectance de balayage, la microscopie de balayage en champ 
30 proche ou la microscopie de balayage confocale, 

Selon un mode de realisation prefere de 1' invention^ 
I'echantillon biologique provient d'un animal, y compris 
I'homme. De preference, cet echantillon provient du cerveau, 
des tissus du systdme nerveux central, ou des organes, et 
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notamment la rate ou I'intestln. Suivant un mode de 
realisation pr6f6r6 de 1' Invention, cet Schantillon est un 
fluide blologique, notamment le liquide c^phalo-rachidlen ou 
le sdrum. 

5 Par ligand macrocyclique, on entend un composS capable 

de se lier Si la PrP, et en particulier k la PrPec et qui est 

constitud d'une succession de cycles formant un macrocycle. 

Les ligands macrocycliguea sont connus de I'hoinme du metier. 

K tltre d'exemples non limitatlfs, on peut citer les 
10 cyclophanes, les m^tacyclophanes , les cyclodextrines, les 

cyclo(t6tra-acides chromotropiques ) r les sphSrands et les 

cyclo[ n ] v^ratryldnes • 

Avantageusexoent , le ligand adjuvant macrocyclique est 

capable de se lier ii des sites contlgus, ou proches dans 
15 I'espace, de sites de liaison avec un anticorps et a pour 

action d'augmenter la liaison anticorps-PrP*^. 

Avantageusement, le ligand adjuvant macrocyclique est 

choisi dans la £amille des mdtacyclophanes. Parmi les 

m^tacyclophanes , les para - sulfonato-calix-ardnes 
20 fonctionnalis^s sur la face phdnolique sont particuli&rement 

avantageux. Ces composes peuvent §tre obtenus suivant la 

laSthodologie dScrite dans Da Silva et al., J. Supramol. Chem 

1, (2001) r 135-138- 

Avantageusement, le ligand adjuvant macrocyclique 
25 rSpond cL la formula gdnSrale (I) ci-dessous. 




dans laquelle 
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Ri reprSsente un atome hydrogens, un groupe 
hydroxyle, un groupe OR ou un groupe OCOR, R 6tant tel que 
ddflnl cl-dessou8, 

Ra reprfisente un atome d'hydrogSne, un groupe R, COR^ 
5 Pol, CH2F0I, dans lesguels Pol repr^sente un groupe 
phosphate, sulfate, amine, ammonium, aclde carboxyllgue et R 
est tel que d^flnl cl-dessous, 

R3 repr6sente un atome d'hydrogdne, un groupe 
hydroxy le, un groupe OR ou un groupe OCOR dans lesquels R 
10 est tel que d^flnl ci-dessous, 

R4 reprdsente un atome d'hydrogdne, un groupe 
hydroxyle, un groupe OR, un groupe OCHjR ou un groupe OCOR, 
dans lesquels R est tel que d^flni ci-dessous, 

Y est un atome de carbone, d' azote, ou un atome de 
15 soufre, 

R9 et R^, chacun ind^pendamment, sont absents ou 
repr6sentent un atome d'hydrog^ne, un groupement CHj ou R 
tel que d^fini ci-dessous, ou bien 

Rs et Rfi repr^sentent ensemble un atome d'oxygdne ou 
20 de soufre, 

X reprSsente un groupement CHj ou un atome d'oxygSne 
ou de soufre, 

m reprSsente un entier Sgal IL 0 ou 1, 

R repr6sente un atome d'hydrogSne ou une chaine 
25 hydrocarbon6e, satur^e ou non, ramifiSe ou non, cyclique ou 
non cyclique, substitute ou non par un groupement halogene, 
et portant des fonctions polaires ou non polaires, 

n est un entier compris entre 3 et 15, 

les BubBtituants R^ & R5, R, X, Y et 1' entier m 
30 peuvent etre de nature difftrente suivant les motifs. 

Ainsi, le compost de formule (I) se prSsente sous 
forme d'une Buccession de n motifs caract6ris6s par la 
presence d'un cycle benzfinique, et les substituants de ce 
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cycle peuvent 6tre variables d'un motif & 1' autre # dans la 
limite de leurs definitions ci-dessus. 

Les liganda macrocycliques peuvent §tre pr6par6s selon 
les techniques connues de I'homme du metier, par exemple 
5 d^crites dans Comprehensive Supramolecular Chemistry, 
Fergamon, Oxford, 1996. 

Les chaines hydrocarbonSes, saturSes ou non, ramifi^es 
ou non, cycliques ou non cycliques, substitutes ou non par 
un groupement halogdne, et portant des fonctions polaires ou 
10 non polaires, sont largement connues de I'honme du metier. A 
titre d'exemples, on peut citer les alkyles, les alcdnes, 
les aryles et les cycles saturSs tela que le cyclohexane. Un 
exemple de groupement non polaire est CF, et des exemples de 
groupement s polaires sont les substituants Pol tels que 
15 dtfinis prScSdemment • 

Suivant un mode de realisation particulier de 
1' invention, le ligand adjuvant macrocycligue rSpond k la 
formula gdnSrale (I) ci-dessus, et plus prdcisSment A la 
formule g§n6rale (la) ci-dessous 

20 




dans laquelle 

chaque groupement Rj, pris indSpendamment , est un 
groupement sulfate ou un groupement phosphate, 
25 R7 est un groupement (CH2)y-Z dans lequel Z est un 

groupement COOEt, COOH, CN ou NHj, 

r est un entier compris entre 1 et 20, 

p est un entier compris entre 1 et 10, 
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n est un entier coinpris entre 2 et 10. 

Suivant un mode de realisation pr6f6r4 de 1' invention, 
le ligand adjuvant macrocyclique est le p-sulphonato-calix- 
[4]-ar&ne, le p-sulphonato-calix-( 6]-ardne, le p-sulphonato- 
5 calix-[8]-ardne, ou I'un de leurs d6riv68. 

Suivant un second mode de realisation de 1' invention, 
le ligand adjuvant macrocyclique r^pond k la formule 
g^nSrale (I) ci-desaus, et plus pr6cis£ment la formule 
g6n6rale (lb) ci-dessous 




dans laguelle n est un entier compris entre 4 et 8, 
chague groupement Rj, pris indgpendamment , est un 

groupement sulfate ou un groupement phosphate, 
15 Rg reprdsente un groupement (CB2)t-(CO)0-(NH2) ou un 

groupement (CH2)t-C00H o& t est un entier compris entre 0 et 

6 et s est un entier compris entre 0 et 6. 

Avantageusement, le calix-ar%ne de formule (lb) est 

tel que les deux groupements R2 sont chacun un groupement 
20 sulfate, n est 4, 6 ou 8, et Rg est un atome d'hydrog^ne, un 

groupement CHjCOOH, un groupement CH3COIIH2 ou un groupement 

CH2CH2NH2. 

De preference, le calix-ar%ne de formule (lb) est tel 
que tel que les deux groupements Rj sont chacun un 
25 groupement sulfate, n est un entier Sgal II 6, et R, est un 
groupement (CH3)2-NH2. 

Suivant un mode de realisation particulier de 
1' invention, le ligand selon 1' invention est greffe sur un 
support solide. Ce support est f onctionnalise par une 
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fonction susceptible de former une liaison avec una fonction 
port^e par le ligand. Suivant un mode de realisation 
pr4£6r6r le support solide eat fonctionnalis6 par une 
liaison NHS (N-hydroxysuccinimide) ou par une fonction NH,. 
5 Cette fonction peut r6agir avec une fonction port6e sur le 
ligand. Dans ce mode de realisation, les calix-ar&nes 
portant une fonction susceptible de r^agir pour former une 
liaison avec la liaison fonctionnelle du support solide, 
notamment les calix-ar&nes portant une liaison NH^ ou COOH, 
10 sont particuliSrement prdf^rds. 

L' invention a Sgalement pour objet un ligand adjuvant 
macrocyclique grefffi sur un support fonctionnalis6, dans 
lequel le ligand rdpond k la formule (lb) telle que dfifinie 
ci-dessus, dans laquelle n est un entier con^ris entre 4 et 
15. 8/ et le support est du type support solide de preference 
fonctionnalise par un groupe NHS ou un groups NHg et est de 
preference une bille magnetique ou une microplaque. Un tel 
greffage preserve 1 ' inter action ulterieure entre la prot6ine 
et le ligand, ainsi que la presentation stereochimique de 
20 I'epitote pour la detection par un anticorps anti-PrP, les 
sites cibies par le greffage sur le support etauit dif ferents 
de ceux qui servent 2i 1 ' interaction avec la PrP. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
ledit ligand adjuvant macrocyclique est choisi dans la 
25 famine des cyclodextrines et en particulier des 
cyclodextrines repondant li la formule generale (II) 

Rio Rn (II) 

dans laquelle 
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Rg reprfisente un atome d'hydrogSne ou un groupement 
OH, OR, OCOR, COR, CHjPol, OCH^Rr SR, NR, Pol et R 6tant 
ci-deBSous dSflnis, 

Rio et Rii, chacun indfipendamment , reprfisentent un 
5 atome d'hydrogdne ou un groupement CH2, OH, OR, OCOR, COR, 
CH2P0I, OCH2R, Pol et R 6tant cl-desaous dfifinis, 

Pol reprdsente un groupe phosphate, sulfate, amine, 
ammonium ou acide carboxylique, 

R reprfisente une chalne hydrocarbonee, saturSe ou non, 
10 raiaifi6e ou non, cyclique ou non cyclique, eubstituSe ou non 
par un groupement halogfene, et portant des fonctions 
polaires ou non polaires, 

n est un entier compris antra 6 et 8, 
las substituants R, k R^ peuvent Stre de nature 
15 diffdrente suivant les motifs, Ainsi, le compos6 de formule 
(II] se pr^sente sous forme d'une succession de n motifs 
caractfiris6s par la prfisence d'un cycle, et lea substituants 
de ce cycle peut Stre variables d'un motif h 1' autre, dans 
la limite de leurs dfifinitions ci-dessus. 
20 Selon une variante de realisation de 1' invention, 

ledit ligand adjuvant macrocyclique est choisi dans la 
famine des cyclo-t6tra-acides chromotropiques, et en 
particulier aux cyclo-tetra-acides chromotropiques r6pondant 
& la formule gSnSrale (III) 




(III) 



dans laquelle 



wo 2004/059322 



PCT/FR2003/003857 



Ri2 et R^3, chacun inddpendamment , reprSsentent un 
atome d'hydrogdne ou un groupe R ou Pol tela que dSfinia cl- 
dessous , 

Ri4 et R^5, chacun ind^pendamment, repr^sentent un 
5 atome d'hydrogdne, un groupement CH^ ou un groupe R tel que 
ddflni cl-dessous, ou blen 

Ri4 et R]^g repr^sentent ensemble un atome d'oxygdne ou 
de soufre, 

R^5 et Rj7, chacun Ind^pendamment , repr^sentent un 
10 atome d'hydrogdne ou un groupe hydroxy le ou un groupe OR, 
OCHjRf OCOR, SR, SCHaR, SCOR, R Stant tel que dSflnl ci~ 
dessous, 

M reprdaente un atome d'hydrog&ne, ou un atome cholsl 
parml Na, K, Li, Cs, Rb, Mg et Ca, 
15 Pol repr^aente un groupe phoaphate, sulfate, amine, 

ammonium ou acide carboxylique , 

R reprSaente une chaine hydrocarbonde , aaturSe ou non, 
ramifi^e ou non, cyclique ou non cyclique, substitute ou non 
par un groupement halogdne, et port ant dea fonctiona 
20 polairea ou non polairea, 

n eat un entier compris entre 3 et 15, 
les aubatituants R^, h R1.7, M, Pol, et R peuvent §tre 
de nature di£f6rente suivant lea motif a. Ainai, le compoad 
de formule (III) se prSsente aoua forme d'une auccession de 
25 n motifa caractSriada par la presence d'un cycle, et les 
subatituanta de ce cycle peuvent Stre variables d'un motif it 
1' autre, dana la limite de leurs dSfinitiona ci-deaaua. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
. ledit ligand adjuvant macrocyclique est choisi dana la 
30 famine des cyclo[n]veratrylene8, rSpondant a la formule 
g6n6rale (IV) 
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dans laguelle 

Ri8 repr^sente un atome d'hydrogdne ou un groupement 
CHj, OH/ OR, OCOR, COR, CH^Pol, OCH2R, SR, NR, Pol et R 6tant 
5 ci-desBOUB dSfinis, 

Ri9/ ^20 9 ^21 ^22^ chacun IndSpendamment, repr^aentent 
un atome d'hydrog^ne ou un groupement CH2, OH, OR, OCOR, 
COR, CH2P0I, OCH2R, Pol et R dtant ci-dessous dSfinis, 

Pol reprSsente un groupe phosphate, sulfate, amine, 
10 ammonium ou acide carboxyligue, 

R reprSsente une chaine hydrocarbon^e, saturSe ou non, 
ramifide ou non, cycligue ou non cycligue, substitute ou non 
par un groupement halogdne, et port ant des fonctions 
polaires ou non polaires, 
15 ^ n est un entier coznprls entre 1 et 10, 

les substituants R^a & R^s/ Rr Pol et R peuvent etre de 
nature dlffdrente suivant les motifs. Ainsi, le composd de 
formule (IV) se prtsente sous forme d'une succession de n 
motifs caractSrists par la presence d'un cycle, et les 
20 substituants de ce cycle peuvent dtre variables d'un motif i 
* 1' autre, dans la limits de leurs definitions ci-dessus. 

Un autre objet de 1' invention riside dans 
1' utilisation d'un ligand adjuvant macrocycligue (AML) pour 
la detection du prion PrP''' dans un tchantillon biologigue, 
25 et en particulier d'un ligand de formule (I), (la) ou (lb) 
I ci-dessus, libre ou lit a un support. 
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I 

L' invention a 6galement pour objet un kit de 
diagnostic des maladies dont la PrP'** est responsable, du 
type ESBr la tremblante des petits ruminants, Creutzf eld- 
Jakob, caractiris^ en ce qu'il comprend 1' utilisation du 
5 ligand adjuvant macrocyclique et en particulier d'un ligand 
de £ormule (I), (la) ou (lb) ci-dessus, libre ou 1x6 h un 
support. 

L' invention a 6galement pour objet un kit de dosage 
immunologlgue de la PrP'° caractSrisd en ce qu'il comprend 
10 1 'utilisation d'un ligand adjuvant macrocyclique et en 
particulier d'un ligand de formule (I), (la) ou (lb) ci- 
dessus, libre ou li6 h un support. 

D'autres avantages et caractdristiques de 1' invention 
apparaitront k la lecture des exemples qui suivent 
15 concernant 1' amplification de la detection de la PrP'° 
lorsque 1 ' 6chantillon biologique est mis en presence d'un 
ligand adjuvant macrocyclique, libre ou greff^. 

II sera fait r6f6rence dans ces exemples aux dessins 
en annexe dans lesquels : 
20 En rdf Irenes k I'exemple 1 s 

- la figure 1 est un exemple comparatif de la 
detection par immunoblotting de PrP"" d'une part dans un 
Schantillon mis en presence d'un ligand adjuvant 
macrocyclique spgcifique (AMLl) dont la preparation est 

25 dScrite ci-aprds et, d' autre part, dans un 6chantillon non 
mis en presence d'AMLl; 

- la figure 2 reprSsente les courbes de density 
optique de detection de PrP'° d'une part dans un Schantillon 
mis en presence d'AMLl et, d' autre part, dans un Schantillon 

30 non mis en presence d'AMLl ; 

- la figure 3 montre des images en microscopie de 
sonde a balayage (SPM) en mode non-contact pour des films 
sSchSs de la protgine prion recombinante (recPrP) seule (A)^ 
de recPrP en presence d'AMLl (B) et d'AMLl seul (C) ; 
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- la figure 4 montre des Images en microscopie de 
sonde h balayage (SPM) en mode non-contact pour des films 
s^ch^s de recPrP en presence d'AHL dans diffdrentes 

f proportions : 1/1000 AMLl/recPrP, 1/100 AMLl/recPrPr 1/10 
5 AMLl/recPrP, 

la figure 5 est une representation graphigue donnant 
les valeurs de density optigue (DO) obtenues en fonction de 
la concentration en calix-ardne C6S greffd sur une plague 
amine activ^e (NHS) aprds incubation d'une solution de PrP 
10 recombinante bovine et r^v^lation par I'anticorps anti-PrP 
AC23 margud la peroxydase, 

- la figure 6 est une representation graphigue donnant 
les valeurs de density optigue (DO) obtenues en fonction de 
la concentration en calix-ardne C6S greffd sur une bille 

15 amine activ6e (NHS) aprds incubation d'une solution de PrP 
recombinante humaine dos§e Si 0,25 ^g/ml par r6v61ation 
directe avec I'anticorps anti-PrP 8D11G12 marguS k la 
peroxydaae, 

- la figure 7 est une representation graphigue donnant 
20 les valeurs de density optigue (DO) obtenues aprgs 

incubation avec une gamme de dilution de s^riua humain dans 
du PBST 0,05% mise en contact avec du calix-ardne C6S greffe 
sur une bille amine activie (NHS), par revelation directe 
avec I'anticorps anti-PrP 8D11G12 margue k la peroxydase, 

25 - la figure 8 est une representation graphigue donnant 

les valeurs de densite optigue (DO) obtenues apr^s mise en 
contact de calix-ardne C6S greffe sur une plague amine 
activee (NHS) avec des echantillons de liguide cephalo- 
rachidien humains positifs (LCR+) et negatifs (LCR-) pour la 

30 MJC en fonction du chauffage, par revelation avec 
I'anticorps anti-PrP AC23 margue k la phosphatase alcaline, 

- la figure 9 est une representation graphigue donnant 
les valeurs de densite optigue (DO) obtenues aprfes mise en 
contact de calix-arSne C6S greffe sur une plague amine 
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actlvfie (NHS) avec de la PrP"*' extraite de cerveaux de 
patients attaints ou non de la maladle de Creutzfeld-Jakob 
• {MJC+/MJC-), par rSvfilatlon avec I'anticorps anti-PrP AC23 
marqud k la phosphatase alcallne, 
5 - la figure 10 est une representation graphigue 

donnant les valeurs de density optlque (DO) obtenues en 
fonctlon de la concentration de callx*-ardne C6S gre££d sur 
une plague amine actlv6e (NHS) aprds mlse en contact avec un 
dchantlllon de LCR de patient non attelnt de MJC, dllud au 
10 1/2 ou au 1/6, et en 1' absence de digestion par la 
protfilnase K, 

- la figure 11 est une representation graphlque 
donnant les valeurs de density optlque (DO) obtenues en 
fonctlon de la concentration de callx-ardne C6S greff^ sur 

15 une plague amine actlv^e (NHS) apr%s mlse en contact avec un 
echantlllon de LCR de patients non attelnt s de MJC (LCR-) ou 
attelnta de cette maladle (LCR4-), ^ventuellement dllud au 
1/2 (LCR+1/2 ou LCR-1/2), en I'absence de digestion par la 
. proteinase K, et 

20 - la figure 12 est une representation graphlque 

donnant les valeurs de denslte optlque (DO) obtenues en 
fonctlon de la concentration en proteinase K aprds mlse en 
contact de callx-ardne C6S greffe sur une plaque amine 
actlvee (NHS) avec un echantlllon de LCR de patients non 

25 attelnts de MJC (LCR-) ou attelnts de cette maladle (LCR-t-), 

Exemple 1 i Preparation des liqands adjuvants 
macrocvcl iguea 

1,1 Preparation du p-sulphonato-3 > 7- ( 2-carboxv- 
30 methyloxy)-caliX"'[61-arfene (denomme AML 1) 

Ce ligand adjuvant macrocyclique AMLl possdde la 
formule generale (V) : 
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Ce ligand est synth^tisd coinine suit : una suspension 
de calix[6 larfene dans l'ac6tonitrile en presence d'un 
Equivalent de base (KjCO,) est agit^e h reflux. AprSs 30 
5 minutes, 0,5 Equivalent d' agent alkylant (bromo-acEtate 
d'Ethyle) sont ajoutEs dans le melange rEactionnel qui est 
maintenu k reflux et sous agitation pendant 24 heures. Apr^s 
refroidissement de la suspension, le solvant est EvaporE 
sous pression rEduite et le solide resultant est dissous 

10 dans 200 mL de CH2CI2 et lavd deux fois avec une solution 
d'acide chlorhydrique (IH) et une fois avec de I'eau 
dSminEralisEe. Aprds avoir 6t6 sEchE sur sulfate de 
magnesium (MgS04) le solvant organigue eat EvaporE sous 
pression rEduite et permet I'obtention d'une poudre blanche. 

15 Celle-ci est purifiEe sur une colonne de chromatographie de 
silice (Eluant : CH2Cl2:hexane; 4 si). Le produit purifiE 
. est analyst en RMN du ^H, ^^C et en spectromEtrie de masse 
electrospray. La saponification de 1' ester carboxylique est 
rSalisEe par I'hydroxyde de potassium en solution dans un 

20 melange eau : ethanol (30; 70) sous agitation temperature 
ambiante pendant 24 heures. Le prEcipitE formE est filtrE 
puis lavE avec 50 mL d'acide chlorhydrique <1M) et 50 xnL 
d'eau, puis pur if id sur colonne de chromatographie de silice 
(Eluant chloroforme : methanol : acide acEtique ; 95 :5 : 

25 0.1%) et permet d'obtenir, aprds Evaporation du solvent^ un 
solide blanc et cristallin. Ce produit est analysE en RMN du 
^H, "c et en spectromEtrie de masse electrospray. La 
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sulfonation est r£alis6e par un traitement avec I'acide 
sulfurlgue & SO^'C pendant 24 heures. Le produit est 
prSclpltd avec de I'dther et perxnet d'obtenir I'AMLl sous 
forme d'une poudre blanche crlstalllne, 
5 1.2 Preparation du p-sulphonato*3 ^ 7- ( 2-aniino- 

6thyloxy^-callx-'r61-ar&ne (d6noinm6 C6S) 

Ce ligand adjuvant xnacrocyclique C6S possdde la 
formule gdnSrale (VI) : 




10 Ce ligand est pr§par6 selon la mSthode dficrite dans 

Eric Da Silva et Anthony W, Coleman, Synthesis and 
complexation properties towards amino acids of mono- 
substituted p-sulphonato-calix- [ n J -arene , Tetrahedron 59 
(2003) 7357-7364. 

15 

1-3 Greffaqe du Ligand C6S sur plagues et sur billes 
Ce ligand est couple avec un support solide (bille ou 
plaque) portant une surface activSe. 
Greffage sur plaque : 
20 Les plaques « NHS activated plates » de 96 puits 

^ proviennent de la soci6t6 Covalab (Lyon, France). 100/iL 
d'une solution de ligand sont dissous k diffSrentes 
concentrations dans du Tampon Phosphate 50mM pH 8,2. Les 
puits sont lav^s 3 fois (3 x 200^iL) k I'eau MilliQ apres 
25 deux heures d' incubation h 37^C. Les plaques sont sSch^es k 
temperature ambiante avant leur utilisation. 
Schema de greffage : 
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PluBieurs plaques ont 6t6 faites k diffSrentes 
concentrations en ligand C6S. Ces plaques sont dSfinies 
comme « plaques C6S » dans tout le texte. 

Greffage sur bllles : 

4 mL d'une solution de bills activ^e NHS (2 x 10' 
billes /mL ; Oynabeads® M270Amine, Soci^td Dynals, NorvSge) 
sont aliquotSs en tubes de 1 mL. Les billes sont 
centrifugSes et prScipitSes par aimantation* Le surnageant 
est enlevS et les billes sont lavdes 3 fois avec 1 mL d'eau. 
Le culot de bille est repris avec diffSrents volumes de 
solution de calixeurSne dans un tampon phosphate 50mH pH 8,2, 
» 600jiL, 120 fjL, 60 juL et 12 yiL d'une solution de ligand k 50 
mg/mL (tampon phosphate 50mM, pH 8^2) sont ajoutfis. Les 
billes sont agitSes pendant 24 heures k temperature 
ambiante. Les billes sont lavdes 3 fois avec de I'eau MilliQ 
180 afin d'Sliminer le ligand qui n'a pas rgagi. Les billes 
sont conserv^es dans 1 mL d'eau afin de reconstituer la 
concentration initials de 2 x 10' billes / mL. La solution 
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de bille est prete a I'emplol. Ces billes sont ddfinies 
comme <c billes C6S » dans tout le texte. 

Schema de greffage du C6S sur les billes s 




1.4 Greffage de AMLl sur una surface min^rale modifige 
1 mL de 3-Ainlnopropyltri-methoxysilane (SocigtS ABCR) 
est mis en solution dans une solution de SOmL (95% Ethanol 
et 5% H2O) pendant 5 min. la plague de silicium est plongSe 
dans cette solution pendant 4 min sous agitation. On rince 
la plaque de silicium avec de I'Sthanol puis la plaque est 
mise It s4cher ^ 130^C pendant 15 min. lO^tL de AMLl en 
solution 0,1M dans le DMSO ont coupl§B sur une plague de 
silicium modifiSe en utilisant un agent de couplage 
(DCC/HOBT). L'^chantillon a a€ch& pendant 12 heures a 

23*»C. 
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SchSxtia de couplage : 




Exemple 2 : Detection de PrP en utilisant I'JINLl non 
5 GOupl6 k un support solide 

2.1 Preparation dea ^chan-tlllona 

Les Schantillons qui ont servi & la realisation des 
exen^les des figures 1 et 2 ont 6t6 prepares conune suit : 

Echantillon sans AML : 0,5g de tissu de cerveau est 

10 broye dans 4,5 mL de solution glucoseS % pour obtenir une 
suspension li 10% en poids /volume* Pour 100 |xl d'homog^nat de 
cerveau Si 10 % dans du glucose ^ 5 % (equivalent k 10 mg de 
cerveau) est ajoutSe 1 {xg de proteinase K (Boehringer) dans 
10 ^1. La solution est mise sous vortex et incubee h 37^C 

15 pendant une autre heure. AprSs avoir ajoute 100 |xl de tampon 
LaemiRli denaturant, on chauffe 5 minutes h 100 ^C, on 
centrifuge k 12000 G pendant 5 mn, et on recupdre les 
surnageants pour les faire migrer sur SDS PAGE. 

Echantillon avec AML : 0,5g de tissu de cerveau est 

20 broye dans 4,5 mL de solution glucose 5 % pour obtenir une 
suspension a 10% en poids /volume. Pour 100 \il d'homogenat de 
cerveau H 10 % dans du glucose k 5 % (equivalent 10 mg de 
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cerveau), on ajoute 1 jil d'AML 0,1M, Apxha une heure & 37*C, 
1,5 |Ag de proteinase K (Boehringer) dans 10 |il est ajout^e. 
La solution est mise sous vortex et incub6e a 3VC pendant 
une autre heure. Aprds avoir ajout6 100 \il de tampon Laeiniali 
5 dfinaturant, on chauffe 5 minutes i 100 '•C, on centrifuge k 
12000 G pendant 5 mn, et on rdcupdre les surnageants pour 
les faire migrer sur SDS PAGE. 

2.2 Proc6d6 de detection par immunoblottinq 

Apr6s migration sur un gel d' 61ectrophor%se 

10 unidimensionnelle de 15% de polyacrylamide en presence de 
sodium dodScyl sulfate (SDS PAGE) comme dficrit par Laemmli, 
Nature 227 (1970), 680-685, les prot6ines sont transffirfies 
par Slectrophordse sur des membranes nitrocellulose et 
iiranunoblottfies ft temperature ambiante pendant 60 minutes 

15 avec un anticorps monoclonal reconnaissant un Epitope 
spScifique constitui des acides amines 126-160. L' anticorps 
secondaire (1/5000) est un anticorps de chfevre dirigd centre 
les chalnes lourdes et l^gdres des immunoglobulines de 
souris conjugu6es ft la peroxydase de raifort (IgG H+L). 

20 Les blots sont ensuite lavSs et les signaux sont 

detectSs par chimioluminescence soit avec un kit BCL 
(Amersham) sur des films (Biomex light, Kodak) ou avec un 
super Signal Ultra (Pierce) et visualisation sur Fluor S. 
Multimager (BioRad). 

25 La figure 1 est un exemple comparatif qui montre que 

la detection du prion est amplifiSe au moins quatre fois 
lorsque le proo€d€ de 1' invention est mis en ceuvre, par 
rapport ft la detection de la m8me prot6ine en absence 
d'AMLl. En absence d'AMLl, pour des dilutions supSrieures au 

30 ' 1/8", aucune PrP** n'est d6tect6e. En presence d'AML^ la 
detection de la PrP"° dans le mSme 6chantillon est possible 
jusqu'ft une dilution au 1/32'. Les rSsultats de la figure 2 
montrent la detection. 
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2.3 Rgsttltats de mlcroBcople 

Lea dchantlllone qui ont servl pour les experiences en 
microscopie de sonde h balayage reportdes dans les figures 3 
5 et 4 ont 6t6 prdpards comme suit : 

Bchantillons contenant du ligand adjuvant 
macrocyclique uniquement : des fichantillons contenant du 
ligand adjuvant macrocyclique (SO mH) sont pripards par 
ddpdt sur du mica fralchement clivd de 10 |a1 de solution 
10 d'AML respectivement et de 10 |il d'eau et sont sdch6s 
pendant 24 heures k 37"C. 

Bchantillons contenant de la prot6ine PrP recombinante 
(recPrP) uniquement t des Schantillons contenant du recPrP 
(50 mM) sont pr6par£s par dSp6t sur du mica fralchement 
15 ooup6 de 10 \l1 de solution de 1/10 (v/v) AMLl/recPrP, 1/100 
(v/v) AMLl/recPrP et 1/1000 (v/v) AMLl/recPrP 
respectivement et de 10 |il d'eau et sont s6chds pendant 24 
heures 21 37*C. 

Bchantillons comprenant & la fois du ligand adjuvemt 
20 macrocyclique et du recPrP t 1) des bchantillons contenant & 
la fois du ligand adjuvant macrocyclique et du recPrP sont 
prepares par d4pdt sur du mica fralchement clivb de 1 fil de 
solution d'AML et de 1000 |il de recPrP respectivement et 
sont bSgMb pendant 24 heures it 37"C ; 2) des ichantillons 
25 contenant h. la fois du ligand adjuvant macrocyclique (AMLl) 
et du recPrP sont prdpards par ddpdt sur du mica fralchement 
ooupd de 1 |il de solution d'AML et de 100 ill de recPrP 
respectivement et sont sSchSs pendant 24 heures & 37*c ; 3) 
, des bchantillons contenant k la fois du ligand adjuvant 
30 macrocyclique et du recPrP sont prbparbs par dbpdt sur du 
mica fralchement coupb de 1 |il de solution d'AML et de 10 vlI 
de recPrP respectivement et sont sbchds pendant 24 heures k 
37*0. 
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On effectue une analyse par imager ie au moyen d'un 
Thennomicroscope Explorer APM 6quip6 avec un scanner tripled 
IOOmjb, en mode non-contact, utilisant des frequences de 
resonance filev^es (F, = 320 kHz) de cantilever pyramidal 
5 avec des sondes silicones & une frequence de balayage de 1 
Hz. Le traitement des images est r#alis6 avec le logiciel 
SPNlab 5.1 et pr#sent6es non-f iltrSes. 

II ressort des figures 3 et 4 que les films de recPrP 
seule montrent une structure en agr^gats circulaires 
10 caractfiristique. Bn presence d'AML, les structures observ^es 
pour le recPrP sont modififies sfiquentiellement , sont 
, fonction croissante de la quantity d'AML et montrent des 
motifs arrondis et fiventuellement cristallite orthogonal. 
Les images du ligand adjuvant macrocyclique seul (AMLl) 
15 montrent des structures ressemblantes , mais en plus petitea, 
aux motifs des films recPrP^ AML. 

D'autres experiences ont M r^alisees par microscopie 
& force atomlque. 

Une analyse ult4rieure par analyse de surface de la 
20 rugositfi est donn^e dans le tableau l. L' utilisation de ces 
mesures de rugosity peut Stre Stendue k des techniques 
d' analyses prof ilorngtriques . 

TABLEAU 1 

25 





AML 
seul 


AML/ 
recPrP 

1/1000 


AML/ 
recPrP 
1/100 


AML/ 
recFrP 
1/10 


recPrP 
seul 


Ra (nm) 


48 


69,6 


123,9 


134,4 


1,11 


RMS (nm) 


58,7 


82,8 


149 


163,1 


1,95 


Hauteur moyenne 


217,7 


233,3 


408,7 


469,8 


5,4 


Valeur maximale 
de hauteur 


448,9 


484,3 


894,66 


1056,9 


43,17 
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Les valeurs de rugoeitd calculSes sont obtenues par le 
loglciel du Thermomicroscope SPML 5.01. La rugositd xnoyenne 
15 Ra est d€flnie conme la moyenne arithmStlque dee deviations 
de hauteur (formule A), la racine moyenne de la rugositS 
carr^e (root mean square roughness RMS) est dSfinie comme la 
racine carrSe de la valeur moyenne des carrds des distances 
* des points & la valeur moyenne d' image (formule B) et la 
20 hauteur moyenne de I'^chantillon (formule C). 

Exemple 3 ; Detection de PrP recombinante en utilisant 
le CSS qref fg & un support solide 

3.1 Detection de PrP recombinante bovine sur plaques 
a) protocole 

Le protocole employ^ dans cette experience est calqu^ 
sur celui realise dans un ELISA classique. 

Selon 1' example 1, le greffage des plaques amine 
activSes (NHS) est rSalisi durant 6 heures avec une gamme de 
Calix-6-Argnes Sulfonis (C6S) dilui dans une solution de PBS 



25 



30 
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50 mM (phosphate buffer saline). Les plagues sont ensuite 
rlncdes k I'eau distillSe avant d'Stre saturSes par une 
solution de PBST (PBS Tween) (0,05% lait 5% pendant 1 heure 
^ temperature ambiante. Aprds ringage, est dSposde une 
5 solution de protdine prion (PrP) recombinante bovine dilufie 
k une concentration de 0,25 /ig/ml dans du PBST 0,05%. Elle 
est incubfie une heure k temperature ambiante. La plaque est 
de nouveau rinc6e trois fois. Puis elle est incubSe avec une 
solution d'anticorps anti-PrP marqu6s k la peroxydase dilute 

10 k 0,5 fig/ml dans du PBST 0,05% durant une heure k 
temperature ambiante. L'anticorps utilise reconnait la 
region definie par les acides amines 145-154 de la PrP 
humaine et les regions homologues des PrP animales (AC23). 
Enfin, apres un nouveau cycle de ringage, est ajoute le 

15 reveiateur, une solution d'OPD ( ortho-pheny Ifenediamine ) qui 
est incubee 10 minutes k temperature ambiante k I'abri de la 
lumiSre. La reaction est stoppee 2l I'aide d'une solution 

I 

d'B2S04. La lecture du signal obtenu est effectuee k I'aide 
d'un spectrophotometre k 495 nm. 
20 b) Resultats 

Les resultats sont indiques sur la figure 5 qui montre 
que la densite optique (DO) mesuree en ordonn6e reflate la 
quantite de PrP capturee par les C6S et restee accrochee 
aprSs lavages. Le signal obtenu pour les differents 
25 greffages montre que la PrP recombinante bovine est bien 
capturee par les C6S. La PrP recombinante bovine se fixe sur 
• les C6S greffes sur les plaques NHS. 

3*2 Detection de la PrP recombinante humaine sur 

billes 

30 a) Conditions experimentales s 

Selon I'exemple 1, les billes NHS sont tout d'abord 
mises en contact avec une solution de C6S diluee dans de 
I'eau distiliee pour greffage du C6S sur les billes. AprSs 
cette periode, les billes sont lavees i I'eau distiliee puis. 
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au PBSrr 0,05%. Une solution de PrP recombinante hunaine 
dos6e i 0,25 fig/ml dans du PBST 0,05% est pr6par6e 
parall^Iement. Puis on realise une gamme de bllles C6S par 
ajout de respectivement : 0 ; 0,1 ; 1 ; 5 et lOpl de la 
solution de billes pour 100^1 de la solution de PrP. 

Incubation dure 1 heure i 37®C, puis les billes sont 
sSparSes du surnageant par aimantation. La PrP £ix6e sur les 
billes est dos^e directement I'aide d'un anticorps marqufi 
selon une mdthode sandwich proche de la mdthode ELISA. 

L' anticorps de rdvfilation margud k la peroxydase est 
incubd une heure h ST'C aprds rin^ages des billes par une 
solution de PBST 0,05%. Les billes sont s^pardes du 
surnageant par aimantation avant d'dtre de nouveau lavdes 
puis r^vdl^es par une solution d'OPD incubde 10 minutes. La 
reaction est 3topp6e h I'aide d'une solution d'HjSO^. 
L' anticorps de r6v61ation employ^ est le 8D11G12 
(bioM^rieux, France. 

La lecture du signal obtenu est effectuSe k I'aide 
d'un spectrophotomStre & 495 nm. 

b) R^sultats 

Les rgsultats de revelations sur bille sont indiqu^s 
sur la figure 6 et montrent que les C6S sont correctement 
greffges sans perte de fonction sur les supports NHS mais 
sur tout gardent leur propriety de capture de la PrP 
recombinante de di£f6rentes esp&ces et amplifient m§me le 
signal obtenu avec les anticorps spScifiques de cette 
proteine de fagon reproductible. 

Exemple 4 : D6tection de PrP phvsioloqique en 
utilisant le C6S qreff6 & un support solide 

4.1 S6rum humain sur billes 
a) Pro toco le : 

Selon 1' exemple 1, les billes NHS sont tout d'abord 
mises en contact avec une solution de C6S dilute dans de 



wo 2004/059322 PCT/FR2003/0038S7 

26 

I'eau distiUfie pour le greffage. Aprds cette pfiriode, lea 
billes sont lav^ea k I'eau dlatillfie puia au PBST 0,05%. 

Una gamine de adrum eat pr6par# par dilution dana du 
PBS. Une aolution de PrP recombinante humaine doaie a 0,25 
Hg/ml dana du PBS eat prdpar^e parallfelement ainai qu'une 
aolution de PBST 0,05% lait 5% qui aerviront reapectivement 
de t&noin poaitif et ndgatif. 

Lea billea aont ajoutfiea h raiaon de 5 ^1 d'une 
aolution de 2.10-9 billea/ml pour 250 fil d'fichantillon. 
L' incubation dure 1 heure h 37»C aoua agitation. Lea billea 
aont enaulte aSpardea du aurnageant par aimantation. La PrP 
fixfie aur lea billea eat doa^e directement £L I'aide d'un 
anticorpa siargu^. 

La r^v^lation aur billea utiliae un protocole proche 
de I'BLISA. L' anticorpa de r6v61ation margud k la peroxydaae 
eat incubfi une heure k 37*C et aoua agitation douce aprda 
ringage dea billea par une aolution de PBST 0,05%. Lea 
billea aont aSpar^ea du aurnageant par aimantation avant 
d'etre de nouveau lav^ea puia r«v«16ea par une aolution 
d'OPD incubSe 10 minutea. La reaction eat atopp^e k I'aide 
d'une aolution d'H^SO,. L'anticorpa de rfivilation employ^ 
est le 8D11612. 

La lecture du aignal obtenu est effeotu6e k I'aide 
d'un spectrophotomdtre I 495 nm. 
b) RSsultata 

Lea rfiaultata aont indiqufis aur la figure 7 qui met en 
Evidence que : . 

- le t^moin nfigatif dans le lait permet d'fivaluer le 
bruit de fond tandis que le tdmoin positif dana une aolution 
de PrP 0.25/ig/ml permet de verifier que 1 'experience a 
fonctionnfi et est interpr^table . 

- lea C6S greffgps aur les billes NHS capturent la PrP 
physiologique pr6sente dana le sdrum humain. De plus, la 
capture eat meilleure lorsque la dilution du a^rum eat 
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augmentge avec un plateau de saturation attaint pour les 
dilutions au 1/5*™* et au 1/10^. 
c) Conclusion 

De fagon surprenante, les C6S greffSes sur billes NHS 
capturent la PrP physiologique prfisente dans le s6rum 
humain. Les dilutions du s6rum permettent d ' augmenter le 
signal obtenu sur les billes. 

4-2 Liauide C6phalorachidien fLCR> humain sur plagues 

a) Conditions exp^rimentales : 

Les ^chantillons de LCR sont tout d'abord rdpartis en 
tubes de volume Equivalents. Deux points de dilution « pur 
et au 1/2 sont r^alisEs pour chaque Echantillon. Puis ceux- 
ci sont soumis h trois types de traitement par la chaleur : 
30 minutes k SS^'C, 15 minutes & 75*C ou 5 minutes k 95*C. Un 
tfimoin sans chauffage est r6alis6 en parallile pour les 
gchantillons purs. 

Salon I'exemple 1, paralldlement, les plaques NHS sont 
mises en contact durant 6 heures avec une solution de C6S 
dilute dans une solution de PBS 50 mM pour le greffage. 

Les plaques sont ensuite rincfies ^ I'eau distill6e 
puis au FBST 0,05%. 

Les Echantillons sont alors dSposfis et incubus une 
nuit & 2-8*C. La plaque est ensuite rinc6e six fois. Puis 
elle est incubSe avec une solution d'anticorps anti-PrP 
marqu6s k la biotine dilufie k 0,5 fig/ml dans du PEST 0,05% 
durant une heure temperature ambiante. L'anticorps utilise 
est le AC23. 

Apr&s un nouveau cycle de ringage, est ajout^e une 
solution de Streptavidine-PAL (Phosphatase Alcaline) qui est 
incubSe 20 minutes k temperature ambiante. La plaque est une 
derniSre fois rincge et la solution de revelation de PNPP 
est deposee et incubee 30 minutes k 37**C. La reaction est 
stoppee a I'aide d'une solution de NaOH 0r4N. 
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La lecture du signal obtenu est ef feature h I'aide 
d'un spectrophotomStre 2l 405 nm centre un f litre iL 490 nm, 
b) Rfisultata : 

Lea rfisultats sent indiqufis sur la figure 8 qui met en 
5 evidence que la PrP physiologique peut §tre dosSe dans le 
LCR. 

Bxemple 5 i D etection de PrP*** dana le cerveau en 
utiliaant le CSS areff6 & un support solide 

10 5.1 Detection sur plaque 

a) Conditions expdrimentales : 

La preraidre fitape consiste h obtenir de la PrP** 
* purififie par extraction k partir de cerveaux de patients 
atteints ou non de la maladie de Creutzf eld- Jakob (MJC) . Un 

15 dchantillon de 260 mg de chaque cerveau est pr61ev6 puis 
broyfi afin d' obtenir un homogfinat 10% en glucose 5%. Le 
broyat est ensuite filtrfi k I'aide d'une aiguille. Puis 
vient une dtape de digestion par la protSinaae K. Elle est 
utllis^e h la concentration de 20 ijg pour 100 mg de tissu £l 

20 37»C pendant 1 heure. Ensuite, 650 /il d'une solution de 
Sarkosyl 30% sont ajoutfis. En parall&le, un ooussln de 
saccharose de 400 jul est d^posd au fond d'un tube pour 
ultracentrifugatlon. L'^chantillon est ensuite ddposS sur ce 
coussln. Les tubes sont coinpl4tds avant d'dtre soudSs puis 

25 ultracentrifugfis 2 heures H 20"C Si 100 000 rpm. Les 
surnageants sont ^llmln^s et les parols des tubes sont 
grossl&rement s^ch^es avec du papier absorbant. Les culots 
sont ensuite repris dans du Tris-Malfiate. Les fichantlllons 
sont alors chauffgs 5 minutes h 95'C puis centrifuges 15 

30 minutes k 12 000 rpm h. 20«C. Les ^chantillons sont conserves 
h -80*C jusqu'a leur prochalne utilisation. La r^ussite de 
cette premlfere 6tape a 4t6 confirmfie par Western Blot, 
b) Test sur plagues Calix-6-Sulphonates 
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Selon I'exemple 1, le greffage des plagues NHS est 
rfialisfi durant 6 heures avec une gaimne de C6S diluS dans une 
solution de PBS 50 mM. Elles sent tout d'abord saturges par 
une solution de PBST 0,05% lait 5% durant 6 heures ^ 
temperature axnbiante. Puis elles sont levies trois fois par 
une solution de PBST 0,05%. L'^chantillon prfialablement 
dilu6 en tria mal^ate est ddposd sur la plaque et incubfi une 
nuit h 2-8«C. La plaque est ensuite lavde 6 fois en PBST 
0,05%. La solution d'anticorps de rSvilation est incub^e 1 
heure & temperature ambiante. Aprds une nouvelle s#rie de 
lavage est incub^e la streptavidine-PAL durant 20 minutes. 
La plaque est lav^e une dernidre fois avant le dSpdt de PNPP 
(para-nitropMnylphosphate) qui est incubfi 30 minutes k 
37'C. Puis la reaction de revelation est stoppSe par ajout 
de soude. 

La lecture de la DO est effectuee 21 405 nm contre un 
filtre & 490 nm I'aide d'un speetrophotomfttre . 
c) Rdsultats 

Les resultats sont indigues sur la figure 9 qui montre 
que, de fagon surprenante, la PrP" des eehantillons issus 
de patients atteints de la maladie de Creutzfeld-Jakob est 
detectable par le precede de 1' invention utilisant une 
capture par des C6S greffees sur plagues NHS et une 
detection par un anticorps dirige specifiquement contre la 
proteine PrP, ceci etant valide par les temoins positifs PrP 
recombinante humaine et negatifs PBST 0,05%. 

Exemole 6 i Detection de PrP" dana la Lca an 
utilisan t le C6a areffe & un support solide 

6.1 Preparation des eehantillons 

Les eehantillons sont constitues de preifevements de 
liquide cephalo-rachidien (LCR) de preference non hemolyses 
et sans debris cellulaires. Ces preiSvements sont anonymes 
et sont conserves congeies k -(80"C) dans des tubes ^ parois 
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faiblement adsorptives pour les prot^lnes (« Pre-lubricated 
micro centrifuge tube 1,7 mL », Marsh Biomedical Products, 
r6f. T60506). 

11b se rSpartissent en deux categories : 
5 D'une part, les SchantillonB positifs pour la MJC. 

Ce sont des LCR post-mortem, rScup^r^s lors de 
I'autopsie par ponction dans les citernes, et dont la 
recherche de la PrP'^ dans le tissu cdr^bral par western 
blot a permis de confirmer le diagnostic de la MJC (cas 
10 certains). Lors de I'autopsie, le LCR pr^levS est 
immSdiatement rdparti dans les tubes ddcrits pr^cSdemment, 
sans centrifugation au prdalable {k 1' exception des 
dchantillons prdsentant des dSbris cellulaires en quantity 
importante), et les aliguotes sont congelds k — SO'^C. 
15 D' autre part, les Schantillons nfigatifs pour la MCJ. 

lis sont de 2 types : 

LCR post-mortem r^cupdrds lors de I'autopsie et dont 
la recherche de la PrP"* dans le tissu c6rdbral par western 
blot a permis d'Sliminer le diagnostic de la MJC (t&noins 
20 n^gatifs pour la MJC) 

LCR de patients non atteints de MJJ et issus de 
derivations ventriculaires externea (DVB). Les conditions de 
stockage de ces pr6 lavements sont identiques h eel les 
d^crites pr^cedemment. 
25 6.2 Approche ELISA 

a) principe analytique 

Les echantillons sont s implement incubus temperature 
eievee pendant un temps donne puis, aprds refroidissement, 
ils sont dilues au 1/2 ou au 1/5 dans un tampon compatible 
30 avec une analyse immunometrique (ELISA) (tampon Tris-Maieate 
pE 8). Lorsque la digestion par la proteinase K intervient 
avant le depdt sur plaque C6S, les echantillons sont digeres 
. par la proteinase K pendant 15 minutes puis sont deposes 
ainsi sur plaque C6S sans inhibition au prealable. 



wo 2004/059322 



PCT/FR2003/003857 



Le terme ELISA est employ^ bien que la capture ne solt 
pas immunologlque car il s'agit d'une reaction de type 
ligand/af f Inant avec r6v61atlon immunologlque. 

Les techniques ELISA sont des techniques immuno- 
5 enzynologiques quantitatives , permettant de doser I'antigdne 
recherchd par la transformation d'un subs tr at en un produit 
soluble mesurable et proportionnel h, la quantity d'antig&ne 
prSsent dans l'6chantillon. La technique utilisfie ici 
comporte les mdmes Stapes qu'un ELISA sandwich non 
10 comp^titif claasique & 1 'exception de la sens Ibilisat ion des 
cupules. En effet, I'anticorps anti-prion de capture est 
remplacd par les Calix-6--Ar6nes sulfon^s, gre££6s aur lea 
groupements NBS des microplaques par leur fonction amine. 

Apr%s immobilisation des C6S au fond des cupules d'une 
15 microplaque et saturation des sites non spficifiques de 
fixation de I'antigSne^ l'6chantillon est d§posS et la 
plaque est incubSe pour permettre la liaison de I'antigSne 
avec le C6S. Puis, apr&s plusieurs lavages, I'anticorps de 
r6v61ation, specif ique de la protSine prion et marqufi, est 
20 ajoutS. Les complexes formes sont visualises par m€thode 
colorimfitrique, aprSs ajout du substrat de 1' enzyme, qui se 
transforme en produit colorfi, dont I'absorbance est 
dfiterminSe k I'aide d'un lecteur de microplaque 
( spectrophotomdtre automatism } . 
25 b) Mode opSratoire 

Un volume de LCR est incub^ au bain-marie sec II 75**C 
pendant 15 minutes. AprSs refroidissement, 1 ' fichantillon est 
dilu§ 5 fois dans du tampon Tris-MalSate 0,2 M, pH 8 (ajout 
de 4 voltimes de tampon) et est, soit d6pos6 directement sur 
30 une microplaque sensibilisSe au prealable par les C6S, soit 
dig§re par la proteinase K pendant 15 minutes i 37"*C, puis 
depose sur microplaque. 

Les etapes successives de 1' analyse iramunometrique 
sont enumerSes ci-dessous dans I'ordre chronologique : 
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1 - Le greffage des Calix-6-arfenes sulfonfis C6S sur 
les plaques amine activfies (NHS) est r^alisfi suivant la 
m^thode mentionnde cl-deasuB durant 6 heures £i temperature 
ambiante selon une gamme de concentration ou selon une 

5 concentration fixe, dilu6s dans une solution de PBS 50 loM. 

2 — Les plaques sont ensuite lavSes 3 fois en PBST 
0,05% puis saturSes en PBST 0,05%-Lait 5% pendant 1 heure & 
37*C. 

3 - Apr 6s lavage, 100 de LCR pr6par6 selon le 
10 principe analytique d^crit ci-dessus sont ddposds par 

pults ; les plaques sont incub^es pendant lh30 h 37®C. 

4 - Aprfes lavage, 100 fiL de I'anticorps de r6v61ation 
sont d6pos6s par puits (AC23-HRP, HPR pour peroxydase de 
raifort, h 0,5 iig/mL ou AC23-Biotine & 0,5 pg/mL). Les 

15 plaques sont incub^es pendant 1 heure temperature 
ambiante. 

5 - Aprgs lavage, les complexes formes sont r^vfiies : 

5.1 - Si I'anticorps de r6v61ation est couple k la 
biotine, 100 jiL d'une solution de SA-PAL dilute au 1/20000 

20 en tampon PBST 0,05% sont deposes par puits. Les plaques 
sont incubees pendant 20 minutes k tempfirature ambiante. 
Apres lavage, 100 jiL de PNPP sont dSposes par puits. Les 
plaques sont incubdes pendant 10 k 30 minutes k ST'C. A 
1' issue de 1' incubation, la reaction colorimetrique est 

25 stoppee par I'ajout dans chaque puits de 50 /iL de NaOH 1^ 0,4 
La densite optique est ensuite mesuree au 
spectrophotometre k 405 nm centre un filtre k 450 nm. 

5.2 - Si I'anticorps de revelation est couple a la 
peroxydase, 100 /iL d'OPD sont deposes par puits. Les plaques 

30 sont incubees pendant 10 minutes k I'obscurite et ^ 
temperature ambiante. 

A 1' issue de 1' incubation, la reaction colorimetrique 
est stoppee par I'ajout dans chaque puits de 50 juL d'H2S04 k 
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If 8 N- La densltd optique est ensuite mesur^e au 
spectrophotomgtre ^ 495 nm. 
b) RSsultats 

1 - verification de 1' association des Calix-6-ArSnes 
sulfonSs mono-amines <C6S) grefffis sur microplaque avec la 
protdine prion du liquide cdphalo-rachidien (LCR) : 

Un liquide cfiphalo-rachidien de patient non attaint de 
la maladie de Creutzfeld-Jakob est chauffd pendant 15 
minutes k 75*C et est ensuite dilufi au 1/2 ou au 1/6 dans un 
tampon compatible avec une rfivfilation iramunologique en 
ELISA. Les dchantillons ne sont pas dig^rSs par la 
proteinase K et sont ddpos^s ainsi sur une plaque greff^e 
avec des C6S selon une gamme de concentration comprise entre 
IjrS et 18 /ig/mL. Aprds incubation , la rfivfilation 
immunologique de I'antigfine capture sur les C6S est assuree 
par I'anticorps AC23 couple k la peroxydase, utilise 0^5 
/ig/mL. Les resultats sont presentee sur la figure 10. 

Ces resultats montrent que les C6S s'associent bien 
avec une forme de proteine prion dans le LCR puisqu'un 
signal est observe d%s la premiere concentration de C6S 
immobilises au fond des cupulas. 

2 - verification de 1' association des C6S avec la 
proteine prion pathologique en phase heterogdne sans 
utilisation de proteinase K: 

Un LCR de patient non attaint de MJJ (LCR-) et un LCR 
de patient decede de MJC (MJC+) non diluea ou dilues au 1/2 
subissent differents types de traltement par la chaleur. lis 
sont ensuite deposes sur plaque greffee avec les C6S & 7,2 
/ig/mL. Apres lavage , la revelation immunologique est assuree 
par I'anticorps anti-prion AC23 couple St la blotine. 

Les resultats sont representee graphiquement en figure 

11. 

Ces resultats montrent une adsorption de la proteine 
prion sur les C6S greffes sur la plaque en absence de 
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traltexnent par la proteinase K plus efficace pour 
I'dchantHlon positif que pour I'fichantillon n6gatlf. Lea 
diff^rents traitements par la chaleur inf luencent Idgdrement 
I'efficacitfi d' adsorption de la protfiine prion sur lea C6S 
en absence de dilution et davantage lorsque I'^chantillon 
est dilufi. Ainsi, lea conditions expfirimentales favorisant 
1' adsorption de la protfiine prion sur lea C6S MH en phase 
hfitdrogSne semblent Stre une dilution des fichantillons et un 
traitement pendant 5 minutes it 95°C. 

3 - Verification de 1 ' association des C6S avec la 
proteine prion pathologique en phase hetSrogdne avec 
utilisation de proteinase Kt 

On a utilise une etape de digestion par la proteinase 
K pendant 15 minutes & 37"C en traitement pr6-analytique , 
avant capture sur plaque C6S du melange digestionnel pendant 
1 heure k 37«C. L 'elimination de la proteinase K residuelle 
est assuree par des lavages successifs en tampon PBS-Tween 
0,05%. 

Les resultats sont indiques sur la figure 12. 

Ces resultats montrent une difference de densite 
optique en faveur de I'echantillon positif pour la MJC aprSs 
digestion par la proteinase K. Ce differentiel est visible 
dhB la premiere concentration de proteinase K testee (0,5 
jig/voL) . 

d) Conclusion 

La detection de la proteine prion dans le LCR est 
rendue possible selon le precede de 1' invention. En effet, 
en absence de digestion par la proteinase K, la detection de 
la PrP totale (cellulaire et pathologique) est amplifiee en 
presence des Calix-6-Arenes sulfones et, de fagon 
inattendue, la PrP~ est preferentiellement detectee. 
L' utilisation de ces C6S en capture, aprds digestion des 
echantillons par la proteinase K, permet de d6tecter la 
PrP" du LCR en fournissant un signal significativement 
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different entre les LCR Issus de patients non atteints de 
MJC et les LCR issus de patients atteints de MJC. 
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REVENDICATIOKS 

1. Proc6d6 de dStection de la PrP, et en partlculier 
de la PrP", caract6ris6 en ce que I'on ajoute dans un 
5 fichantillon blologique susceptible de contenir de la PrP**^ 
un ligand adjuvant macrocyclique (AML) libra ou 116 h un 
support, puis on fait rfiagir la suspension rfisultante avec 
un anticorpa anti-PrP"**, et on dfiteote la presence de PrP. 

10 2. Proc6d6 de detection de la PrP, et en particulier 

de la PrP" selon la revendication 1, caract^ris^ en ce 
qu'il comprend l'#tape supplfimentaire de traltement de 
l'6chantillon avec de la proteinase K avant ou apr&s contact 
avec I'AML. 

15 

3. Procidd de detection de la PrP, et en particulier 
de la PrP" selon I'une des revendications 1 ou 2, 

' caractfirisS en ce que ledit Schantillon biologique provient 
d'un animal, y compris I'homme. 

20 

4. Proc^dS de detection de la PrP, et en particulier 
de la PrP"" selon la revendication 3, caractSrisfi en ce que 
ledit ^chantillon est un tissu ou un fluide biologique, 
notamment le liquide c6phalo-rachidien ou le serum. 

25 

5. Proc#d6 de detection de la PrP, et en particulier 
de la PrP" selon I'une quelconque des revendications 1^4, 
caract^ris^ en ce que ledit support solide est de pr6f6rence 
fonctionnalis6 par un groupe NHS ou un groupe NHj et est de 

30 preference une bille magnfitique ou une microplaque. 

6. Precede de detection de la PrP, et en particulier 
de la PrP" selon I'une quelconque des revendications 14 5, 
caracterise en ce que ledit ligand adjuvant macrocyclique se 
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lie h des sites contigus ou proches dans I'espace des sites 
de liaison de la PrP" avec un anticorps. 

7, Proc6d6 de detection de la PrP, et en particulier 
5 de la PrP*" selon I'une quelconque des revendications 1 6, 
caract6ris§ en ce que le ligand adjuvant macrocyclique est 
cholsi dans la famille des mfitacyclophanes et en particulier 
parmi les calix-ar&nes . 



10 8. Proc6d6 de detection de la PrP^ et en particulier 

de la PrP*'' selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que 
les callx-arSnes pr6f6r6s sont les para-sulf oanto-calix- 
arSnes fonctionnalisfis sur la face phfinolique, de pr6f6rence 
le p-sulphonato-.calix-[4]-arfene^ le p-sulphonato-calix-[61- 

15 arSne, le p-sulphonato-calix-[81-ar6ne^ ou I'un de leurs 
ddrivSs • 



9. Procfidfi de dfitection de la PrP, et en particulier 
de la PrP"° selon I'une quelconque des revendications 7 ou 
20 8, caractgris6 en ce que le ligand adjuvant macrocyclique 
rSpond 1^ la formule gdnSrale (I) ci-dessous 




dans laquelle 

Ri repr^sente un atome d'hydrogfene, un groups 
hydroxyle, un groupe OR ou un groupe OCOR, R Stant tel que 
d^fini ci-dessous, 

R2 reprSsente un atome d' hydrogens, un groupe R, 
CORr Polr CH2P0I, dans lesquels Pol reprSsente un groupe 
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phosphate r sulfate, amine, ammonium, acide carboxylique et R 
est tel que d^fini ci-dessous, 

R3 repr^sente un atoms d'hydrog&ne, un groupe 
hydroxyle, un groupe OR ou un groupe OCOR dans lesquels R 
est tel que d^finl ci-dessous, 

R4 represent e un atome d'hydrog&ne, un groupe 
hydroxyle, un groupe OR, un groupe OCHaR ou un groupe OCOR, 
dans lesquels R est tel que d6£ini ci-dessous, 

y est un atome de carbone, d' azote, ou un atome de 

soufre, 

R5 et R5, chacun indfipendamment, sont €U;>sents ou 
repr6sentent un atome d'hydrogfene, un groupement CH^ ou R 
tel que d^fini ci-dessous, ou bien 

R5 et R5 repr^sentent ensemble un atome d'oxygdne ou 
de soufre, 

X reprSsente un groupement CHj, ou un atome 
d^oxygdne ou de soufre, 

m reprfisente un entier ggal a 0 ou 1, 

R reprdsente un atome d'hydrogSne ou une chains 
hydrocarbonee, satur6e ou non, ramifi§e ou non, cyclique ou 
non cyclique, substitute ou non par un groupement halogSne, 
et portant des fonctions polaires ou non polaires, 

n est un entier compris entre 3 et 15, 

les substituants R^ 4 R5, R, x, Y et 1' entier m 
peuvent etre de nature difftrente suivant les motifs. 

10. Proc6d§ de detection de la PrP, et en 
particulier de la PrP"° selon la revendication 9, 
caract^risS en ce que ledit ligand adjuvant macrocyclique 
repond i la formula genfirale (la) ci-dessous 
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dans laquelle 



chaque groupement Rj, pris ind^pendaininent^ est un 
groupement sulfate ou un groupement phosphate , 

R^ est un groupement (CH2),-Z dans lequel Z est un 
groupement COOEt, COOH^ CN ou NHa, 

r est un entier compris entre 1 et 20, 
p est un entier compris entre 1 et 10, 
n est un entier compris entre 2 et 10. 



11. ProcSdi selon la revendication 9, caract^ris^ en 
ce que ledit ligand rgpond k la formule (lb) ci-dessous : 




(lb) 

dans laquelle 

n est un entier compris entre 4 et 8, 

chaque groupement R,, pris indSpendamment, est un 
groupement sulfate ou un groupement phosphate, 

Ra repr^sente un groupement (CH2)t-(CO)8-(NH2) ou un 
groupement (CH2)t-C00H oii t est un entier compris entre 0 et 
6 et s est un entier compris entre 0 et 6. 



12. Proc^d^ selon la revendication 11, caract6ris6 
en ce que ledit ligand est un calix-arene de formule (ib) 
dans lequel les deux groupements R2 sont chacun un 
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groupeiaent sulfate, n est 4, 6 ou 8, at Rg est un atome 
d'hydroggne, un groupement CH2COOH, un groupement CH2CONH2 ou 
un groupement CHsCHaNHj. 

5 13. Proc6d6 selon la revendlcatlon 11, caractSrisS 

en ce que ledlt llgand est tel que les deux groupements 
aont chacun un groupement sulfate, n est un entier 6qal k 6, 
et Rq est un groupement (CH2)2-NH2* 

10 14. Proc^dS de detection de la PrP, et en 

partlculier de la PrP^ selon 1 ' une quelconque des 
revendications 7 k 12, caractSrisd en ce que ledit 
calixarSne est 116 & un support fonctionnallsfi notamment au 
moyen d'une fonction NHS ou NHz. 

15 

15. Ligand adjuvant macrocycllque greffd sur un 
support fonctionnalisd, dans lequel le ligand rdpond k la 
formula (lb) 



20 




(lb) 

dans laquelle dans laguelle n est un entier compris 
25 entre 4 et 8, 

chaque groupement R2, pris indfipendamment, est un 
groupement sulfate ou un groupement phosphate. 

Re repr^sente un groupement {CH2)t-(CO)B-(NH2) ou un 
groupement (CH2)t-C00H oii t est un entier compris entre 0 et 
30 6 et s est un entier compris entre 0 et 6, 
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et le support est du type support solide de 
prfif^rence fonctlonnalisg par un groupe NHS ou un groups NHj 
et est de pr6f6rence une bille magnfitique ou une 
microplague . 

16. Utilisation d'un llgand adjuvant macrocycllque 
pour la fabrication d'une composition destinfie k la 
dStection de la PrP, de la PrP recoxnbinante , physiologique 
ou pathologique, bovine ou humalne ou d'autres espdces, 
PrP~ dans un 6chantillon blologlque, notamment un fluide 
biologique, et en partieulier d'un ligand de formule (I), 
(la) ou (lb) tel que dfiflnl dans les revendications 9, 10 et 
15 libre ou li€ k un support. 

17. Kit de diagnostic des maladies dont le PrP*" est 
responsable, du type ESB, la tremblante de petits ruminants, 
Creutzf eld- Jakob, caract6ris# en ce qu'il comprend un ligand 
adjuvant macrocycllque, et en partieulier d'un ligand de 
formule (l), (la) ou (Ib) tel que d6fini dans les 
revendications 9, 10 et 15 libre ou 11^ k un support. 

18 . Kit de dosage Immunologlque de la PrP"" 
caract6ris6 en ce qu'il comprend un ligand adjuvant 
macrocycllque, et en partieulier d'un ligand de formule (I), 
(la) ou (lb) tel que dSfini dans les revendications 9, 10 et 
15 libre ou 116 k un support. 
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Figure 2 
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Figure 4 A 
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Figure 4B 



Figure 4c 
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